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Abstract: Die Entwicklung von Rezeptor-Tyrosinkinase-
Inhibitoren (TKIs) ist ein Meilenstein in der Entwicklung
neuer Tumortherapeutika. Allerdings geht die TKI-Therapie
mit starken Nebenwirkungen und Chemotherapieresistenz
einher. Ziel dieser Studie war die Synthese und pr�klinische
Entwicklung eines neuen Inhibitors des Epidermalen Wachs-
tumsfaktorrezeptors (EGFR), der durch die spezifischen Ei-
genschaften des malignen Gewebes aktiviert wird. Zu diesem
Zweck wurde ein CoIII-basiertes „Prodrug-Design“ verwendet,
das die gezielte Freisetzung des aktiven EGFR-Inhibitors
durch den im soliden Tumor auftretenden Sauerstoffmangel
(Hypoxie) ermçglicht. Hierf�r wurden mehrere neue EGFR-
hemmende Liganden mit Chelateinheiten synthetisiert, und
derjenige mit dem grçßten EGFR-hemmenden Potenzial
wurde f�r die Komplexierung mit CoIII ausgew�hlt. Anschlie-
ßend wurden hypoxische Aktivierung und Hemmung des
EGFR-Signalwegs nachgewiesen, und eine vielversprechende
Aktivit�t des neuen Komplexes in vivo wurde gezeigt.

Tyrosinkinasen spielen eine bedeutende Rolle bei der Si-
gnaltransduktion und Regulation diverser intrazellul�rer
Prozesse, wie Zellteilung und -differenzierung. Aufgrund
dieser zentralen Aufgaben sind die Mutation und Fehlregu-
lierung diverser Tyrosinkinasen bekanntermaßen wesentlich
an der Entartung von Krebszellen beteiligt.[1] Eines der be-
kanntesten Beispiele hierf�r ist der Epidermale Wachstums-

faktorrezeptor (EGFR, erbB1), eine Rezeptor-Tyrosinkinase,
die bei einer Vielzahl von Krebserkrankungen, z. B. Lungen-,
Darm-, Eierstock- oder Brustkrebs, �berexprimiert und mit
einer besonders schlechten Prognose verbunden ist.[2] Dies
machte den EGFR zu einem besonders wichtigen Ziel in der
Krebstherapie und f�hrte folglich zur Entwicklung einer
großen Zahl von EGFR-Inhibitoren. Zu den potentesten
EGFR-TKIs gehçren Vertreter der 4-Anilinochinazoline,[3]

von denen Gefitinib (Iressa) und Erlotinib (Tarceva) als erste
ihrer Klasse eine Arzneimittelzulassung erhielten (Abbil-
dung 1). Seit 2003 bzw. 2004 werden diese beiden Verbin-

dungen in der klinischen Behandlung von lokal-invasivem
bzw. metastasierendem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom
(NSCLC) mit aktivierenden EGFR-Mutationen eingesetzt.[2]

Zus�tzlich wurde Erlotinib f�r die Behandlung von metasta-
sierendem Pankreaskarzinom in Kombination mit Gemcita-
bin zugelassen.[4] Zu den grçßten Problemen der TKIs z�hlen
allerdings, abgesehen von der Resistenzentwicklung, die un-
zureichende Anreicherung des Medikaments im soliden
Tumor sowie das Auftreten schwerer Nebenwirkungen, wie
des papulopustulçsen Exanthems („rash“).[5]

Ein vielversprechender Ansatz f�r die Reduktion thera-
piebegleitender Nebenwirkungen ist die Erhçhung der Tu-
morselektivit�t durch diverse Prodrug-Systeme. Diese An-
s�tze beruhen auf der Entwicklung biologisch inaktiver Sub-
stanzen, die erst durch das spezifische Milieu des soliden
Tumors aktiviert werden.[6] Hierf�r gibt es verschiedenste
Strategien, wovon einer der Interessantesten auf der Akti-
vierung der Substanzen durch Reduktion im (f�r die meisten
soliden Tumoren charakteristischen) hypoxischen Milieu
beruht.[7] Dies ist besonders vielversprechend, da gerade hy-
poxische Tumoren f�r eine hohe Chemotherapieresistenz und
schlechte Prognose bekannt sind.[8]

Abbildung 1. Chemische Strukturen von Gefitinib (Iressa; oben) und
Erlotinib (Tarceva; unten).
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Cobalt(III)-Verbindungen kçnnen als solche bioreduzier-
baren Prodrugs verwendet werden, da bei diesen das CoIII/
CoII-Redoxpotenzial spezifisch f�r den Bereich zellul�rer
Reduktionsmittel designt werden kann[8, 9] und es in den un-
terschiedlichen Oxidationsstufen signifikante Unterschiede
in der Stabilit�t der Ligandenbindung gibt.[10] W�hrend okta-
edrische d6-Low-Spin-CoIII-Komplexe kinetisch inert sind,
zeichnen sich die durch Reduktion gebildeten d7-High-Spin-
Komplexe durch kinetische Labilit�t aus.[9a] Daher erfolgt in
der Abwesenheit von Sauerstoff (der zur augenblicklichen
R�ckoxidation f�hren w�rde) ein Ligandenaustausch im CoII-
Komplex, der zur gezielten Freisetzung der biologisch aktiven
Liganden genutzt werden kann (Abbildung 2).[10] Dieses

Konzept wurde bereits f�r einige zytotoxische Verbindungen
wie Senfgase[9a] oder DNA-Interkalatoren verwendet.[11] Al-
lerdings gab es trotz der Nebenwirkungsproblematik f�r die
große Klasse der TKIs bis heute kaum Ans�tze, Nebenwir-
kungen durch ein chemisches Prodrug-Design zu reduzie-
ren.[12] Das Ziel der hier pr�sentierten Arbeit war daher,
mithilfe von CoIII-Komplexen neue EGFR-Inhibitoren zu
entwickeln, die selektiv im hypoxischen Milieu des soliden
Tumors aktiviert werden. Diese Prodrug-Strategie beruht auf
der Annahme, dass die intakten Komplexe zu groß f�r eine
effiziente Bindung an die ATP-Bindungsstelle des EGFR und
dadurch nicht in der Lage sind, die Aktivit�t der Kinase zu
hemmen. Erst durch die Reduktion im hypoxischen Milieu
des malignen Gewebes kommt es zur lokalen Freisetzung des
aktiven Liganden (Abbildung 2), wodurch die systemische
Toxizit�t, wie sie etwa besonders in der Haut auftritt, redu-
ziert werden soll.

Wie aus der Literatur bekannt, zeigen CoIII-Komplexe mit
einz�hnigen Liganden keine ausreichende Selektivit�t f�r
hypoxische Zellen.[9a] Daher wurde hier der Fokus auf die
Synthese potenzieller EGFR-Inhibitoren mit zweiz�hnigen
Chelateinheiten gelegt. Als Grundger�st wurde die 4-Ani-
linochinazolineinheit des pr�klinisch untersuchten Inhibitors
EKI-785 (CL-387,785)[13] verwendet, die eine f�r chemische

Modifikationen leicht zug�ngliche Aminogruppe in Position 6
des Chinazolinrings tr�gt. Als zweiz�hnige Einheiten wurden
2-Pyridinmethanimin (L1), Ethylendiamin (L2) und 2,2’-Bi-
pyridin (L3) ausgew�hlt (Schema 1). Bei diesen Strukturen
wurde auf unterschiedliche Grçße und elektronische Eigen-
schaften geachtet, um deren Einfluss auf die Rezeptorbin-
dungseigenschaften zu untersuchen.

Die Grundstruktur A wurde durch eine dreistufige Syn-
these nach Tsou et al. hergestellt.[14] F�r die Synthese von L1

wurde eine literaturbekannte Methode modifiziert[15] und A
mit einem �berschuss Pyridin-2-carboxaldehyd in siedendem
Methanol in 94% Ausbeute umgesetzt. L2 wurde durch di-
rekte reduktive Aminierung von N-Boc-2-aminoacetaldehyd
und A mit Natriumcyanoborhydrid unter schwach sauren
Bedingungen und anschließendem Entsch�tzen mit Salzs�ure
in einer Gesamtausbeute von 70% synthetisiert. F�r die
Synthese von L3 wurden A und 2,2’-Bipyridin-5-carbons�ure
mit HOBt/TBTU in DMF gekuppelt.

Um zu �berpr�fen, ob die neu eingef�gten Gruppen einen
negativen Einfluss auf die Hemmung des EGFR-Proteins
haben, wurde die Wirksamkeit der neuen Verbindungen mit
der von Erlotinib verglichen. Zum einen wurde hierf�r die
Aktivit�t gegen die bekannten Erlotinib-empfindlichen
Zelllinien A431 und Calu3 (beide EGFR-Wildtyp) sowie die
Erlotinib-resistenten H1975-Zellen (mit der resistenzvermit-
telnden EGFR-Mutation T790M) untersucht. Zum anderen
wurde die direkte Inhibierung der Kinaseaktivit�t zellfrei am
isolierten Enzym bestimmt (Tabelle 1 und Abbildung S1, S:

Abbildung 2. Schematische �bersicht �ber das TKI-CoIII-Prodrug-Kon-
zept.

Schema 1. Synthese von L1, L2 und L3. Reaktionsbedingungen: a) Pyridin-2-
carboxaldehyd, MeOH, R�ckfluss, 94 %; b) N-Boc-2-aminoacetaldehyd, abs.
MeOH, HOAc, Molekularsieb (3–4 �), dann NaBH3CN, 85%; c) konz. HCl,
EtOH, R�ckfluss, 82%; d) 2,2’-Bipyridin-5-carbons�ure, HOBt·H2O, TBTU,
DIPEA, DMF, 60 %. Boc = tert-Butoxycarbonyl, DIPEA = N,N-Diisopropyl-
ethylamin, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol, TBTU= O-(Benzotriazol-1-
yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat.
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Hintergrundinformationen). In allen Untersuchungen zeigte
sich, dass die Verbindung mit der Bipyridyleinheit L3 die
niedrigste EGFR-hemmende Aktivit�t mit IC50-Werten weit
�ber 25 mm hatte. Auch die 2-Pyridinmethanimineinheit in L1

verminderte die Wirksamkeit gegen�ber der von Erlotinib
besonders in A431-Zellen. Einzig in Calu3-Zellen wurde eine
Aktivit�t im niedrigen mm Bereich beobachtet. Im Unter-
schied dazu zeigte L2, das die kleinste Chelateinheit tr�gt,
sowohl in den Erlotinib-resistenten als auch in den empfind-
lichen Modellen IC50-Werte im niedrigen mm Bereich. Dies
korrelierte auch mit dem hçchsten Inhibierungspotenzial
gegen die zellfreie Kinase.

Um zu �berpr�fen, ob die beobachteten zytotoxischen
Effekte tats�chlich auf der Hemmung des EGFR-Signal-
weges beruhen, wurde der Einfluss von L2 auf die EGF-sti-
mulierte Aktivierung des EGFR und seines Zielproteins
ERK1/2 mithilfe eines Westernblots untersucht. Wie Abbil-
dung 3 zeigt, konnte nach 4 h Inkubation eine deutliche do-
sisabh�ngige Hemmung der EGFR- und ERK1/2-Phos-
phorylierung beobachtet werden. Basierend auf diesen Er-
gebnissen wurde L2 f�r die folgende Komplexierung an CoIII

ausgew�hlt.
F�r die Komplexierung von L2 wurde Na[Co(acac)2-

(NO2)2] (D ; acac = Acetylacetonat) als CoIII-Vorstufe ver-
wendet. Dieser Komplex hatte in fr�heren Studien einen
guten und relativ raschen Austausch der beiden Nitrogruppen
mit N,N-chelatisierenden Liganden gezeigt.[9a, 16] F�r die
Synthese von D wurde Natriumhexanitrocobaltat(III) (C) mit
einer w�ssrigen Lçsung aus Acetylaceton und Natriumhydr-
oxid umgesetzt.[18] Die CoIII-Komplexe von L2 wurden, �hn-
lich der Methode von Ware et al.,[9a] in Gegenwart von Ak-
tivkohle in einem Wasser/Methanol-Gemisch synthetisiert
(Abbildung 4A). Komplex 1 a wurde durch Ausf�llen mit

Ammoniumhexafluorophosphat und anschließende Aufrei-
nigung mit Umkehrphasen-HPLC erhalten. Das 1H-NMR-
Spektrum von 1a (Abbildung S2) zeigt zwei Signalsets. Dies

begr�ndet sich mit dem Vorhandensein zweier
Diastereomerenpaare, die durch die Propel-
lerchiralit�t des Komplexes und das neu ge-
bildete stereogene Zentrum an der Amino-
gruppe der Ethylendiamineinheit gebildet
werden. Durch langsame Kristallisation mit
Natriumperchlorat im sauren Milieu wurde,
wie durch Kristallstrukturanalyse gezeigt, nur
ein Isomer des protonierten Perchloratsalzes
[1·HClO4]ClO4 (Abbildung 4B) erhalten.[19]

Nach Auflçsen der Einkristalle interkonver-
tierte dieses mit der Zeit jedoch wieder, was
zur erneuten Bildung zweier Signalsets im 1H-
NMR-Spektrum f�hrte. Somit w�re die Iso-
lierung der reinen Diastereomere nicht mçg-

Tabelle 1: Antiproliferative Aktivit�t (72 h) und EGFR-inhibierendes Po-
tenzial.

Inhibierung des Zell-
wachstums [IC50 mm]

EGFR-Inhibierung
[IC50, nm]

Substanz A431 Calu3 H1975

Erlotinib 2.6�0.8 0.74�0.02 >25 2[17]

L1 >25 3.5�0.1 20�4 1.34
L2 9.2�0.5 2.0�0.5 15�2 0.95
L3 >25 >25 >25 4.59

Abbildung 3. Hemmung des EGFR-Signalweges durch L2 und Erlotinib. A431-Zellen
wurden in Medium mit (+) und ohne Serum (�) kultiviert und anschließend 4 h mit den
genannten Substanzen behandelt. Nach 15 min EGFR-Stimulation mit 50 ngmL�1 EGF
wurden die Zellen geerntet und lysiert, und die Aktivierung des EGFR-Signalweges (pERK,
pEGFR) wurde durch einen Westernblot analysiert.

Abbildung 4. A) Synthese der Komplexe 1a und 1b. B) Kristallstruktur
von [1·HClO4]ClO4 (Darstellung ohne Gegenionen). C) Fluoreszenz-
emissionsspektrum von 30 mm Lçsungen von L2 und 1a in Phosphat-
gepufferter Kochsalzlçsung.
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lich. Bemerkenswerterweise zeigt der metallfreie Ligand L2

nach Anregung bei l = 370 nm eine intrinsische Fluoreszenz
mit einem Emissionsmaximum bei l = 455 nm, die nach
Komplexierung in Komplex 1a vollst�ndig ausgelçscht wird
(Abbildung 4C). Diese Eigenschaft ermçglichte Stabilit�ts-
untersuchungen mittels Fluoreszenzspektroskopie von 1a in
DMEM (Dulbecco�s Modified Eagle Medium), die keine si-
gnifikante Freisetzung des Liganden L2 �ber 24 h zeigen.
Zus�tzlich wurde die Hypoxie-vermittelte Ligandenfreiset-
zung von 1a fluoreszenzmikroskopisch belegt.

Abbildung 5 zeigt die starke intrazellul�re Fluoreszenz
von L2 unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen,
w�hrend die Fluoreszenz in mit 1a behandelten Zellen in der
Normoxie stark reduziert ist und auf einen intakten CoIII-
Komplex schließen l�sst. Unter hypoxischen Bedingungen
nahm die Fluoreszenz in mit 1a behandelten Zellen dagegen
stark zu, gleichbedeutend mit einer Aktivierung der Prodrug
mit anschließender Ligandenfreisetzung.

Im Anschluss wurde die Aktivit�t des neuen CoIII-Kom-
plexes gegen Krebszellen im Vergleich zum metallfreien Li-
ganden unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
getestet (Abbildung 6 sowie Abbildungen S3 und S4A). 1a
war (bis zur hçchsten Testkonzentration von 25 mm) weitge-
hend inaktiv unter Normoxie, w�hrend die Aktivit�t unter
Hypoxie stark erhçht wurde. Wie erwartet wurde die starke
Wirksamkeit von L2 nur geringf�gig durch die variierenden
Sauerstoffbedingungen beeinflusst. Weiterf�hrende Versuche
zeigten, dass analoge CoIII-Komplexe ohne EGFR-inhibie-
renden Liganden ([CoII(acac)2en] (en = Ethylendiamin) und
[CoIII(acac)2en]PF6) keinerlei Zytotoxizit�t aufweisen (Ab-
bildung S4 B). Somit konnte ein Einfluss des Cobaltzentrums
auf die Zytotoxizit�t ausgeschlossen werden.

In guter �bereinstimmung mit diesen Versuchen waren
auch Westernblotanalysen, die unter Normoxie eine stark
reduzierte EGFR-hemmende Wirksamkeit von 1 a belegen,
w�hrend unter Hypoxie eine �hnliche Aktivit�t wie bei dem
freien Liganden L2 zu sehen war (Abbildungen 7 und S5).

Abbildung 5. UV-Fluoreszenzmikroskopie der Ligandenfreisetzung von
1a nach hypoxischer Aktivierung im Vergleich zu L2. A431-Zellen
wurden mit 10 mm L2 (A und C) und 1a (B und D) unter normoxischen
(A und B) und hypoxischen (C und D) Bedingungen 6 h inkubiert.

Abbildung 6. Einfluss von Hypoxie auf die Wirksamkeit von Erlotinib,
L2 und 1a. A) A431-Zellen wurden unter Normoxie 72 h mit L2, 1a
oder Erlotinib behandelt. B) A431 (EGFR-�berexprimierend) und
H1975 (�berexpression von EGFR mit einer aktivierenden L858R und
einer sekund�ren Erlotinibresistenz-vermittelnden T790M-Mutation)
wurden 72 h mit 25 mm L2 oder 1a unter Normoxie oder Hypoxie be-
handelt. Die Menge der lebenden Zellen wurde mithilfe eines MTT-
Assays bestimmt. Die angegebenen Werte sind der Mittelwert �Stan-
dardabweichung eines repr�sentativen Experiments (dreifach wieder-
holt). Statistische Auswertung durch: t-test; ***p<0.001; a: Unter-
schied zwischen L2 und 1a ; b: Unterschied zwischen 1a Normoxie
und 1a Hypoxie).

Abbildung 7. Einfluss der Hypoxie auf die Inhibierung des EGFR-Si-
gnalwegs durch L2, 1a und Erlotinib (Erlo). A) A431- und B) Calu3-
Zellen wurden in Medium mit (+) und ohne Serum (�) kultiviert und
anschließend 4 h mit 5 mm der angegebenen Substanzen behandelt.
Nach 15 min EGFR-Stimulation mit 50 ng mL�1 EGF wurden die Zellen
geerntet und lysiert, und die Aktivierung des EGFR-Signalwegs (pERK)
wurde durch einen Westernblot analysiert. Die dazugehçrigen EGFR-
Banden sind in Abbildung S5A gezeigt.
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Zusammen zeigen diese Experimente, dass die
Koordination von L2 an CoIII die Rezeptorbindung
und EGFR-Inhibierung sehr effektiv verhindert,
wohingegen Hypoxie zur Freisetzung des Liganden
und folglich zu hoher Aktivit�t gegen EGFR-ab-
h�ngige Krebszellen in vitro f�hrt.

Somit wurden im n�chsten Schritt die Vertr�g-
lichkeit und Aktivit�t der neuen Verbindung in
EGFR-abh�ngigen Xenograftmodellen in SCID-
M�usen getestet. Zu diesem Zweck wurde das
besser wasserlçsliche Chloridsalz 1 b durch Kom-
plexf�llung mit einer ges�ttigten Kochsalzlçsung
und anschließende Reinigung mittels Umkehr-
phasen-HPLC hergestellt (Abbildung 4A; die ver-
gleichbare Aktivit�t von 1a mit 1b wurde in Zell-
kulturexperimenten �berpr�ft). Die Behandlung
der M�use mit 1b war sowohl bei wiederholter in-
traperitonealer (i.p.-) als auch intravençser (i.v.-
)Gabe �ber die Schwanzvene gut vertr�glich. Be-
z�glich der tumorhemmenden Wirkung zeigte 1b
potente und mit Erlotinib vergleichbare Aktivit�t
gegen das A431-Xenograftmodell (besonders bei
i.p.-Verabreichung; Abbildung 8). Hervorzuheben
sind allerdings die Befunde im Calu3-Xenograft-
modell, wo 1b zu einem deutlichen Schrumpfen der
Tumoren f�hrte, sobald diese eine Grçße �ber
200 mm3 erreichten. Im Unterschied dazu bildete
sich im Laufe des Versuches in den Erlotinib-
Gruppen eine vollst�ndige Therapieresistenz
heraus (Abbildung 8D). Die Befunde in diesem
Xenograftmodell sind von besonderem Interesse,
da sich Calu3-Tumoren durch eine spezielle Hi-
stologie mit relativ kleinen, von M�usefibroblasten
umschlossen Tumorinseln auszeichnen (Abbil-
dung 8E,F). Dadurch ist zu erwarten, dass Calu3-
Tumoren erst ab einem deutlich grçßeren Tumor-
volumen hypoxische Bereiche entwickeln, in denen
1b aktiviert werden kann. Dies ist unseres Wissens
der erste Nachweis f�r die hypoxische Aktivier-
barkeit von CoIII-Komplexen in vivo.

Zusammenfassend gehçrt das Auftreten von
schweren Nebenwirkungen (z.B. des papulopustu-
lçsen Exanthems) zu den grçßten Problemen bei
der Behandlung von Krebspatienten mit EGFR-Inhibitoren.
Dadurch ergibt sich der akute Bedarf der Entwicklung neuer
Derivate, die nur im malignen Gewebe aktiv sind. Die Nut-
zung von tumorspezifischer Hypoxie bietet eine der vielver-
sprechendsten Strategien zum Erreichen dieses Zieles.[7] Dies
ist dar�ber hinaus von besonderem Interesse, da gerade hy-
poxische Tumoren f�r ihre h�ufige Chemotherapieresistenz
und ihre schlechte Prognose bekannt sind.[7c,20]

Durch dieses Wissen inspiriert gab es bereits mehrere
Ans�tze, Hypoxie-aktivierbare zytotoxische Verbindungen zu
entwickeln, von denen einige bereits erfolgreich in Phase-II-
und Phase-III-Studien klinisch getestet werden.[7b] Die hier
pr�sentierte Studie stellt allerdings den ersten Ansatz einer
solchen Aktivierungsstrategie f�r Tyrosinkinase-Inhibitoren
dar, die unter Verwendung eines CoIII-Prodrug-Designs rea-
lisiert wurde. Hierf�r wurde ein neuer EGFR-Inhibitor mit

einer zweiz�hnigen Chelateinheit synthetisiert, und es wurde
nachgewiesen, dass der CoIII-Komplex starke Hypoxie-ab-
h�ngige Wirksamkeit sowohl in Zellkulturexperimenten als
auch in Xenograftmodellen in vivo aufweist. Unsere Studie
zeigt somit, dass Hypoxie-aktivierbare Prodrugsysteme eine
vielversprechende Strategie zur Verbesserung der Therapie
mit EGFR-Inhibitoren darstellen.
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Tyrosinkinase-Inhibitor

Abbildung 8. In-vivo-Aktivit�t von 1b und Erlotinib in Xenograftmodellen mit hu-
manen Krebszellen. A,B) A431- und C,D) Calu3-Zellen wurden subkutan in die
rechte Flanke von CB-17/SCID-M�usen injiziert. Nach Bildung eines tastbaren
Tumors wurde 1b wie angegeben verabreicht. Als Dosis wurden 5 mgkg�1 f�r i.v.-
und 25 mgkg�1 f�r i.p.-Experimente verabreicht. Erlotinib wurde mit 25 mgkg�1

oral gegeben. i.p.- und orale Therapiezyklen �ber f�nf aufeinanderfolgende Tage
sind durch einen schwarzen Strich dargestellt. Die Tage der i.v.-Behandlung sind
durch schwarze Pfeile (~) gekennzeichnet. Die Tumorgrçßen wurden wie in den
Hintergrundinformationen angegeben berechnet. Die gezeigten Werte sind Mittel-
werte + /� Standardabweichung. Verwendeter statistischer Test: two-way ANOVA
(*** p<0.001). Am letzten Versuchstag wurden die Tumoren entnommen und hi-
stologisch aufgearbeitet. Die Gewebemorphologie von unbehandelten Calu3-Tumo-
ren wurde mit E) H&E-F�rbung und F) immunhistochemischem Nachweis von hu-
manem Ki67 untersucht.
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